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序論 
 
長い間、タンパク質をコードしない ncRNA (non-coding RNA)は機能を持たないもの
とされてきたが、近年ではこの ncRNAが生物の多様性を生み出す基盤となると考えら
れている (Mattick, 2004)。ncRNAは 20-30塩基長の小分子 RNA (snRNA)と、タンパ
ク質をコードする mRNA と同様の構造を有する長鎖 ncRNA (LncRNA)に大別される 
(Amaral and Mattick, 2008)。ここでは近年急速に研究が進んでおり、本研究でも研究
対象とした小分子 RNAに焦点を当てて紹介する。 
 
0-1. 小分子 non-coding RNA 
タンパク質をコードしない non-coding RNAのうち、20-30塩基長の小分子 RNAに
はmiRNAs (microRNAs)、siRNA (small interfering RNA)、piRNA (PIWI-interacting 
RNA)の 3 種がある (Kim et al., 2009)。これらは後述する様々な修飾過程を経て、
mature small RNAとなるが、その後標的遺伝子へのリクルートをする因子によって 2
種類に分けられる。すなわち Argonaute ファミリーに属する AGO によってリクルー
トされるmiRNAsおよび siRNA、同じく Argonauteファミリーに属する PIWIによっ
てリクルートされる piRNAである (Czech and Hannon, 2011)。Argonauteによって
標的にリクルートされる小分子 ncRNA のうち、特に研究が進められているのが
miRNAsである (Kozomara and Griffiths-Jones, 2011)。 
 
0-1-1. miRNAs (microRNAs) 
miRNA の研究は lin-4 の発見に始まる。1993 年に lin-14 と呼ばれる転写因子の
mRNA 発現が小分子 ncRNA によって制御されていることが線虫において発見され、
この小分子 ncRNAは lin-4と命名され、これがmiRNAの最初の発見となった (Lee et 
al., 1993; Wightman et al., 1993)。実際にmiRNAsという呼び名が使用され始めたの
は 2001年からで、そこからmiRNAs研究は急速に進んでいった (Lagos-Quintana et 
al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001; Ruvkun, 2001)。線虫からヒトに至
るまで 223種において保存されていると言われているmiRNAsであるが、種によって
特徴がある。代表的なものとして植物と動物に関して紹介すると、植物の miRNAs は
標的遺伝子のmRNAに対して完全相補性を持つ (Rhoades et al., 2002)。従って 1種
のmiRNAsに対する標的遺伝子の数は、多くても数遺伝子となる。一方動物のmiRNAs
は、5’末端のわずか 7-8塩基の相補性によって標的遺伝子の発現を制御できるという特
徴を持ち、これにより 1種の miRNAsに対する標的遺伝子の数が数百に上ることもあ
る (Bartel, 2009; Doench and Sharp, 2004; Lai, 2002)。本研究においても動物の
miRNAsに注目して研究を進め、以降miRNAsは動物のものを指すことにする。 
 
0-1-2. miRNAの生合成経路 
標準的なmiRNAの生合成は pri-miRNA (primary-miRNA)と呼ばれる長い転写産物
が段階的に切断を受けることで行われる。この pri-miRNAは通常 RNA polymerase II
によって転写される。その後のプロセシング過程には大きく分けて 2つあり、canonical
なプロセシング、mitrionと呼ばれるプロセシング方法があり、それぞれ全miRNAs発
現様式の約 2/3、1/3を占めると言われている (Ha and Kim, 2014; Kim et al., 2009)。
生成した pre-miRNAsは、canonicalなプロセシングでは、核内で Drosha RNase III
および DGCR8と呼ばれる酵素タンパク質によって切断を受け、~55-70塩基長の pre-
miRNAs となる。一方、mitrion プロセシング過程では、スプライシング後、Lariat-
debranching enzyme と呼ばれる酵素タンパク質によって切断を受け、pre-miRNAsが
生成する。その後、Exportin-5により核外に輸送された pre-miRNAsは Dicer RNase 
IIIおよび TRBPに認識されさらに切断され、~22塩基長の 2本鎖 RNAになる (Czech 
and Hannon, 2011)。この 2本鎖RNAのうち細胞内に高濃度で存在するものはmature-
miRNAs、低濃度で存在するものは miRNAs もしくは star 配列と呼ばれ、以前は
mature-miRNA が主に AGO 複合体に取り込まれ、機能を発揮し、star 配列は分解さ
れるものと考えられていた (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003)が、近年の研
究によって、star配列側も AGO複合体に取り込まれ、機能を発揮する例が発見され始
め、こちらも無視できない存在となっている (Ghildiyal et al., 2010; Okamura et al., 
2008)。miRNAs生合成の過程の様子を Fig. 0-1に示した。 
 
0-1-3. miRNAsによる標的遺伝子の発現調節機構 
AGO複合体に取り込まれ、miRISCs (miRNA-induced silencing complexes)となっ
たmiRNAsは標的となる遺伝子のmRNAの 3’UTRにリクルートされる。miRNAsは
自身の 5’末端の 6-8 塩基長の seed sequence と呼ばれる領域によって、標的遺伝子の
3’UTRに存在する相補的配列を認識する。標的遺伝子の発現抑制は、まずmRNAの脱
アデニル化から始まる。複数の酵素タンパク質複合体により、脱アデニル化が繰り返さ
れ、最終的には脱キャップ反応が誘導される。その後、5’末端から mRNA の分解が始
まり、発現が抑制される (Fabian and Sonenberg, 2012; Huntzinger and Izaurralde, 
2011)、Fig. 0-2)。一方、翻訳の抑制は miRISCs が eIF4F 複合体に作用し、不安定化
することで誘導されていると考えられているが、その詳細な機構は明らかにされていな
い (Ricci et al., 2013)。こうした複数の機構によって標的遺伝子の調節が行われている
が、近年の研究成果によれば、miRNAsによる制御はまずmRNAの緩やかな翻訳抑制
に始まり、その後強力な mRNA 分解が引き起こされることや、制御機構の 70-80%を
mRNA 分解が占め、mRNA 翻訳抑制は 20-30%程度であることなども報告されている 
(Eichhorn et al., 2014; Guo et al., 2010; Meijer et al., 2013)。 
 
0-1-4. miRNAsによる標的遺伝子抑制能 
 miRNAsが 5’末端の seed sequenceをもとに標的遺伝子の 3’UTRに結合して働くこ
とは既に述べたが、その結合力あるいは作用力の評価も行われている。seed sequence
の相同性が高いほど結合力が高く、抑制作用が強くなることは言うまでもない。また標
的 mRNA の 5’末端から 1 塩基目が A であることや、8 塩基目が miRNAs の seed 
sequence と相補的であることなども重要な要素であり、標的部位のうちでこれら両条
件を満たすものを 8mer site、8塩基目の相補性に欠けるものを 7mer-A1 site、1塩基
目が Aでないものを 7mer-m8 siteと呼び、この順に発現抑制作用が強いことが提唱さ
れている (Lewis et al., 2005)。また標的遺伝子 3’UTR内に複数の標的部位がある場合
や、3’末端により近い部分に標的部位が存在する場合には抑制作用を有しやすいなどの
報告もされている (Agarwal et al., 2015)。こうした知見を元に、様々なmiRNAsの標
的遺伝子探索ツールが構築されており、そのうちの 1 つが本研究でも利用した
TargetScan (Release 7.0, http://www.targetscan.org/vert_70/)である。このサイトでは
ヒト、線虫、ショウジョウバエ、魚について種々の miRNAs とその標的部位を検索す
ることが出来る。様々なツールの中でも TargetScanHuman 7.0は 2015年 8月に更新
され、最新のゲノム情報を元に標的部位を探索することが出来る。 
 
0-2. 種々の疾患の発症とmiRNAsの関わり 
標的遺伝子の発現を調節するというその特性から、miRNAs は様々な疾患発症のメ
カニズムに関わるとされている。例としてここではガン、肥満とインスリン抵抗性、サ
ルコペニアとmiRNAsとの関わりについて述べる。 
 
0-2-1. ガンとmiRNAs 
 慢性リンパ球性白血病患者のリンパ球において、しばしば miR-15/16 クラスターが
欠損していることから (Calin et al., 2002)、ガン抑制遺伝子としてのmiRNAsの側面
が明らかにされたことがきっかけになり、ガンと miRNAs の関連性は急速に研究され
ている。核外でのmiRNAsの最終的な修飾に働く Dicer (Fig. 0-1)をノックアウトし、
全体的なmiRNAsの産生を抑制すると、細胞のガン化が促進されるなどの報告もあり、
こうした見解を支持している (Kumar et al., 2009; Lambertz et al., 2010)。miR-15/16
の他にもmiR-26aは CCND2や CCNE2を標的とすることで、細胞増殖の抑制を誘導
する性質を持ち、肝臓ガン細胞において発現が低下していること、let-7は Rasを標的
とすることで同じく細胞増殖の抑制を誘導する性質を持ち、肺ガン細胞において発現が
低下しているなど、様々な報告がなされている (Kota et al., 2009; Trang et al., 2010)。 
一方、逆にガン化を誘導する miRNAs に関する報告も数多くなされており、
OncomiRsと称される。例えばmiR-155はその過剰発現によって B細胞のガン化を誘 
導することや、miR-21の過剰発現によって B細胞リンパ腫が誘導されるなどの報告が
ある (Costinean et al., 2006; Medina et al., 2010)。 
さらに一部のmiRNAsは組織によってはガン抑制遺伝子であったり OncomiRsでも
あったりする例も報告されており (Felli et al., 2005; Garofalo et al., 2012)、研究の余
地は残されているが、ガン治療の創薬などへの応用が大きく期待されている。 
 
0-2-2. 肥満、インスリン抵抗性とmiRNAs 
 インスリンはグルコース代謝を司る非常に重要なホルモンであり、膵β細胞から分泌
され、全身の様々な組織に作用し、グルコース取り込みを促進する (Mayer et al., 2007)。
肥満によって誘導される種々の炎症性サイトカインは、組織のインスリン抵抗性を惹起
する一因とされている (Osborn and Olefsky, 2012)。肥満患者の脂肪細胞ではmiR-126
および miR-193b の発現が低下していること、このうち miR-126 が炎症性サイトカイ
ンの１種である CCL2を標的としていることが報告されている (Arner et al., 2012)。
また miR-221 は肥満患者の脂肪細胞における発現が上昇しており、アディポネクチン
のレセプターである ADIPOR1 を標的とし、アディポネクチンの作用を抑制すること
でインスリン抵抗性の発症に寄与していると考えられている (Lustig et al., 2014; 
Yamauchi and Kadowaki, 2013)。他にも肥満患者の肝臓においてmiR-802の発現が上
昇し、HNF1βを標的とし発現抑制することで耐糖能異常やインスリン抵抗性を誘導し
ている可能性なども報告されている (Kornfeld et al., 2013)。 
 
0-2-3. サルコペニア骨格筋萎縮病態とmiRNAs 
近年、骨格筋萎縮病態の 1つとして、Sarcopenia (サルコペニア、加齢に伴う骨格筋
萎縮)が注目されており、今後超高齢化社会を迎える我が国では特に対策が急務である
とも言われている (Cruz-Jentoft et al., 2010)。骨格筋萎縮病態が引き起こされる機構
の 1つに 2つの E3ユビキチンリガーゼの発現調節がある。”Atrogenes” とも称される
MAFbxおよびMuRF1は標的タンパク質をユビキチン化し、その後のユビキチン・プ
ロテアソーム系による分解を誘導することで骨格筋タンパク質量を減少させる 
(Bodine et al., 2001)。これら両遺伝子は miR-23aおよび miR-23bの標的配列を有し
ていることがマウスやラット、ヒトにおいて確認されており、細胞実験や動物実験にお
いて、こうした miRNAs の過剰発現によって Dexamethasone 誘導性の骨格筋萎縮の
程度を軽減することが報告されている (Wada et al., 2011)。 
 
0-3. タンパク質・アミノ酸栄養不良との関わりと、アミノ酸栄養シグナル 
 前述した癌やインスリン抵抗性とそれに伴う 2型糖尿病、サルコペニアの発症および
その症状悪化において、日々の食事環境の悪化に伴う栄養不良がその一因であるとされ
ている (Anker and Morley, 2015; Turner-McGrievy et al., 2008; Vetter et al., 2014)。
本研究では代表的な栄養素として、タンパク質を構成する分子であるアミノ酸に着目し
た。アミノ酸栄養状態が悪化すると、生体内では様々なシグナルを介してその状況への
応答が生ずる。中でもアミノ酸による翻訳活性調節機構および遺伝子発現調節機構は盛
んに研究が進められている。以下に代表的な例を 2つ挙げる。 
 
0-3-1. mTOR依存的な翻訳調節機構 
 mTOR (mammalian target of rapamycin)と呼ばれるキナーゼは、下流の 4E-BP1や
p70S6K1 をリン酸化することで eIF4E 複合体形成を介したキャップ依存的翻訳の促
進、または Top mRNA と呼ばれる一部の mRNA の翻訳を活性化させることが知られ
ている。mTORはインスリンや IGF-1等の成長因子によって活性化されるほか、アミ
ノ酸、特にロイシンによって活性化されることが報告されている [(Loewith and Hall, 
2011)、Fig. 0-3.]。その機構には不明な点も多いものの、vATPaseおよび RagGTPase
を介した、リソソーム膜上での活性化に関与すると言われている (Bar-Peled and 
Sabatini, 2014)。 
 
0-3-2. mTORC1非依存的な経路 (General control経路) 
種々のアミノ酸欠乏状態において、非アミノアシル tRNA 濃度が低下しこれが
mGCN2 (mammalian general control non-derepressing 2)と呼ばれる eIF2αキナーゼ
に結合することで、mGCN2の活性化および eIF2αのリン酸化が引き起こされる。これ
により大部分の mRNA の翻訳が抑制されるが一部の mRNA の翻訳活性は上昇する
(Bar-Peled and Sabatini, 2014)。ここではその 1 つとして ATF4 (Activating 
Transcription Factor 4)による遺伝子発現調節を紹介する。ATF4 は転写因子として
様々な遺伝子の発現を調節しており、例えばアスパラギン合成酵素 (AS)のプロモータ
ーに存在する NSRE -1 (Nutrient sensing response element-1)と呼ばれる領域に同じ
くアミノ酸欠乏時に翻訳が誘導される C/EBPβと共に結合することで、ΑS の転写を促
進する [(Kilberg et al., 2009)、Fig. 0-4.]。 
  
 
0-4. 本研究の目的 
 ここまで述べてきたように、miRNAsは標的遺伝子の発現抑制を介して、栄養不良に
起因する種々の疾患発症、あるいはその進行に大きく寄与しているものと考えられる。
また栄養不良時には翻訳活性やmRNA転写活性の変化が迅速に生じ、生体機能が維持
されている。miRNAsも大部分のmRNA同様に生合成されるため、その例外ではなく、
こうした栄養状態の変化に応答して発現が変動する miRNAs が存在し、重要な役割を
演じている可能性が高い。しかしながら、分子栄養学研究において miRNAs に着目し
た研究事例は未だ少ない。そこで本研究ではアミノ酸栄養不良に応答して発現変動する
miRNAsを網羅的に探索し、その機能解析を行うことで、アミノ酸栄養情報伝達因子と
してのmiRNAsの側面を明らかにすることを目的とした。 
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